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resumo 
 
 
Um dos principais problemas associados a locais contaminados, como áreas 
de extracção de minérios metálicos, corresponde à possível contaminação de 
águas superficiais e subterrâneas, por escorrência e/ou lixiviamento de 
substâncias químicas perigosas (metais, radionuclídeos entre outros) a partir 
dos solos contaminados e dos resíduos neles depositados. Tal facto acontece 
quando a capacidade de retenção do solo foi largamente afectada pela 
actividade de mineração. Deste modo, o presente trabalho, integrado na fase 
de rastreio ecotoxicológico dos solos da mina de urânio da Cunha Baixa 
(Mangualde, Centro de Portugal), teve como objectivo avaliar a potencial 
mobilização de metais e/ou radionuclídeos, com efeitos mutagénicos e 
genotóxicos para os recursos de água doce subterrâneos e superficiais da 
zona circundante. Para o efeito procedeu-se à obtenção de extractos de solos 
com água, numa proporção de 1:10 (m/v), a partir de amostras recolhidas em 
dez locais de amostragem, previamente definidos em estudos anteriores. Os 
extractos de solo esterilizados foram submetidos ao ensaio de Ames (método 
de pré-incubação) com duas estirpes de Salmonella typhimirium his- (TA98 e 
TA100), com e sem activação externa do metabolismo, pela fracção de fígado 
de rato Sprague Dawley (S9), induzido com Aroclor 1254. De forma a verificar
se a proporção de água, utilizada no processo de extracção, não estava a 
condicionar a obtenção de resultados positivos no ensaio de Ames, novas 
extracções foram efectuadas, desta vez numa proporção de 1:2 (m/v), e os 
extractos não diluídos foram submetidos a novos ensaios com ambas as 
estirpes de Salmonella typhimurium. Em todos os ensaios, foram registadas 
respostas negativas, o que aparentemente demonstra a ausência de 
mobilização de contaminantes com efeitos genotóxicos, a partir dos solos 
contaminados existentes na mina da Cunha Baixa. Estes resultados foram 
coincidentes com os obtidos em ensaios ecotoxicológicos de extractos de solo, 
levados a cabo com dafnídeos e com a bactéria Vibrio fischeri. Contudo, e no 
que refere à genotoxicidade, e uma vez que a filtração dos extractos de solo, 
um passo fundamental à sua esterilização, pode estar a comprometer a 
obtenção de resultados positivos, este ensaio deve ser complementado com 
outros que permitam também a avaliação do potencial genotóxico dos solos 
desta área mineira. 
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abstract 
 
The potential contamination of surface and groundwater resources through 
leaching and/or surface runoffs from contaminated soils and wastes is one of 
the main problems of metallic ore extraction zones. This happens when the soil 
retention function was highly affected by mining activities. Hence, the main 
objective of this study, integrated in the ecotoxicological screening of soils from 
the Cunha Baixa uranium mine area (Mangualde, Center of Portugal) was to 
assess the potential mobilization of metals and/or radionuclides with mutagenic 
and genotoxic effects to underground and surface freshwater resources. To 
meet this purpose, soil samples were collected in 10 sampling sites selected on 
previous studies and extracts with water were obtained for a proportion 1:10 
(m/v). Sterilized soil extracts were evaluated through the Ames bioassay with 
two strains of Salmonella typhimirium his- -TA98 and TA100-(following the 
methodology of the pre-incubation assay) with and without metabolic activation 
by the liver S9 fraction obtained from Sprague Dawley rats induced by Aroclor 
1254. In order to test if the fraction of water considered to obtain soil extracts 
was not preventing positive results, new extracts were obtained with water (1:2, 
m/v) and tested again with both strains of Salmonella typhimurium. Negative 
results were recorded in all the assays suggesting that no mobilization of 
chemicals, with mutagenic and genotoxic effects, is occurring from Cunha 
Baixa contaminated soils. These results were coincident with those recorded in 
ecotoxicological assays with daphnids and the bacteria Vibrio fischeri for soil 
extracts. Nevertheless, since filtration (a crucial step to guarantee extracts 
sterilization) can has compromised the occurrence of positive results in the 
Ames assays performed, this data should be reinforced with other developed 
assays to assess the potential genotoxicity of soils from this mining area. 
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I. INTRODUÇÃO 
 
  
1.1. O problema das minas de urânio abandonadas em Portugal 
 
 
Segundo documentos disponíveis, a primeira fase da história da extracção de 
urânio em Portugal, começou em 1907 com a descoberta dos primeiros jazigos 
urano-radíferos (Pedrosa e Martins, 1999; Nero et al., 2003). Os jazigos de urânio 
tidos como mais importantes em Portugal, estão localizados na região central do 
País (Províncias das Beiras), dispostos na parte ocidental do Maciço Hespérico, 
abrangendo a Cordilheira Central (Serra da Estrela, Lousã, S. Pedro de Açor, 
Gardunha), e estendendo-se para poente até às Serras do Buçaco, Caramulo e 
Montemuro. Como consequência da localização geográfica dos jazigos de urânio, 
nas regiões graníticas do Centro-Norte de Portugal existe, nesta região, um grande 
número de minas abandonadas, (cerca de 60), das quais a mina da Cunha Baixa 
(Mangualde - Viseu) localizada no Centro de Portugal, é um exemplo (Fig. 1). O 
reconhecimento da perigosidade destes locais, resultante das exposições a 
elevadas concentrações de metais e de radiações a que estão sujeitas as 
populações humanas locais e os ecossistemas naturais [Dec. Lei nº198ª/2001, de 6 
de Julho (ME, 2001)], levou a que se considerasse a recuperação destas áreas 
como uma questão de interesse público e de grande prioridade em toda a Europa 
(Carvalho et al., 2007). 
A mina da Cunha Baixa, em particular, pertencente ao grupo da Quinta do 
Bispo e localizada no distrito de Viseu (concelho de Mangualde), foi considerada 
umas das áreas de intervenção prioritária, tendo sido concessionada para 
reabilitação, pelo Despacho conjunto nº242/2002 de 5 de Abril de 2002 (ME e 
MAOT, 2002).  
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Figura 1. Localização geográfica das principais explorações jazigos de urânio em Portugal continental 
(Antunes, 2007). 
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Durante cerca de trinta anos extraiu-se, nesta mina, sais de rádio e urânio. 
Contudo, nos anos noventa (1967-1993) a exploração terminou deixando as 
escombreiras (resíduos de exploração – pilhas de estéreis, restos de minérios e 
lamas) a céu aberto, expostas à acção dos agentes de geodinâmica externa, tal 
como os ventos e as águas de escorrência que provocam a lixiviação dos materiais 
poluentes (Pedrosa e Martins, 1999) (Figs. 2 e 3). Adicionalmente, nos últimos anos 
da exploração, o processo de lixiviação ácida do minério pobre, realizado in situ, 
para a obtenção de óxidos de urânio concentrados, aproveitando a zona de 
exploração subterrânea, mostrou-se como o principal responsável pela drenagem 
ácida, que persiste, não obstante terem decorrido vários anos após o abandono da 
actividade mineira, provocando assim não só a poluição/contaminação dos solos 
(Pereira et al., 2008), mas também das águas superfíciais e subterrâneos (Machado, 
1998; Pedrosa e Martins, 1999; Santos Oliveira e Ávila, 1998). Este efluente ácido 
rico numa complexa mistura de metais e de pH extremamente baixo, apresenta uma 
elevada toxicidade (Antunes et al., 2007a, 2007b) pondo em risco, toda a fauna e 
flora, bem como, a saúde das populações locais, ao entrar em contacto com 
recursos de água adjacentes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figuras 2 e 3. Local de deposição de lamas provenientes da lagoa de tratamento de efluente. b. 
Aspecto promenorizado das lamas. 
 
 Estudos anteriores, desenvolvidos na proximidade de diferentes minas de 
urânio abandonadas, indicam a mina da Cunha Baixa como uma das que apresenta 
maiores impactos negativos, sendo detectada a contaminação dos aquíferos ainda a 
com concentrações apreciáveis de urânio e de outros elementos como berílio e ytrio 
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na água de poços e furos privados (Machado, 1998). Níveis elevados de 
radionuclídeos foram igualmente registados nos sedimentos de determinados troços 
de rios da região centro de Portugal (e.g. Rio Mondego, Dão, Vouga e Távora) como 
resultado da recepção de efluentes ácidos e de escorrências provenientes das 
minas de exploração de urânio (Carvalho et al., 2007). No caso particular da mina da 
Cunha Baixa, níveis anómalos de urânio foram igualmente registados nos 
sedimentos da Ribeira do Castelo até uma distância superior a 10Km a partir da 
zona de influência da zona mineira até perto da confluência com o Rio Mondego 
(Santos Oliveira e Ávila, 1998). 
A poluição subterrânea dos aquíferos depende não só da qualidade das 
águas lixiviadas, mas também da sua localização geográfica, natureza geológica  
das rochas que delimitam esses aquíferos, da existência de falhas geológicas (que 
podem fazer a interligação directa entre o solo e o aquífero, expondo-o aos 
contaminantes dissolvidos na água) e, ainda, da maior ou menor agressividade da 
exploração mineira realizada. As minas que usaram produtos químicos para 
tratamento do minério, como é o caso de algumas minas de urânio, potenciam maior 
poluição, quer em relação ao nível do impacto ambiental quer da sua duração 
temporal. (Carvalho et al., 2007).  
Os resíduos sólidos contaminados por metais e radioelementos que são 
lixiviados/dispersos a partir das áreas mineiras, não só põem em risco as 
populações humanas como também as comunidades edáficas (Antunes et al., 2008) 
que são extremamente importantes para a futura recuperação das funções dos solos 
contaminados.  
Além dos problemas atrás descritos há ainda a salientar outras 
consequências, dessa exploração, com forte impacto ambiental, tais como: as 
depressões de grandes dimensões (explorações a céu aberto), os poços e 
chaminés, por vezes mal protegidos (minas subterrâneas), edificações e 
equipamentos abandonados, por vezes, contaminados, e ainda, a presença de 
poeiras tóxicas/aerossóis na atmosfera. 
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1.2. Os metais (urânio em particular): sua caracterização e mecanismos de 
acção  
 
Os metais são elementos de ocorrência natural, persistentes no meio 
ambiente. A sua redistribuição no ambiente é feita através dos ciclos geológicos e 
biogeoquímicos, contudo a actividade industrial pode conduzir a grandes 
desequilíbrios, contribuindo para um aumento significativo das suas concentrações 
nos diferentes compartimentos ambientais, em determinadas regiões (Goyer e 
Clarkson, 2001). Este facto é de tal modo significativo, que para o compartimento 
terrestre em particular, na grande maioria das regiões industrializadas é já 
impossível distinguir a fracção pedo-geoquímica natural da fracção de origem 
antropogénica nas misturas de metais presentes nos diferentes compartimentos 
ambientais (Fairbrother et al., 2007; Zhao et al., 2007).  
Nas últimas três décadas tornou-se evidente que não é a concentração dos 
elementos metálicos presentes num determinado compartimento ambiental, mas sim 
a sua forma química ou especiação, e as propriedades do solo que determinam o 
seu comportamento geoquímico e biológico (biodisponibilidade/ toxicidade) nos 
compartimentos naturais e humanos (Esnaola and Millán, 1998; Sauvé et al., 2000; 
Peijnenburg e Jager, 2003; Rooney et al., 2006). Assim, os metais podem ser 
transportados através dos solos, atingindo as águas subterrâneas ou, podem ser 
absorvidos por plantas e outros organismos terrestres, sendo bioacumulados e 
produzindo efeitos tóxicos (Gorsuch et al., 2006; Boularbah et al., 2006) e 
potencialmente transferidos ao longo da cadeia trófica (Gorsuch et al., 2006). 
Os metais pesados, em particular, são um grupo de elementos metálicos com 
determinadas propriedades químicas e eléctricas e com uma densidade específica 
superior a 5 g.cm-3. Não obstante esta definição se basear sobretudo num parâmetro 
físico, alguns deles apresentam um comportamento químico e biológico muito 
diversificado. Entre os metais pesados, com uma densidade específica superior a 5, 
incluem-se os lantanídeos e os actinídeos. O urânio, inclui-se nos actinídeos 
(densidade 19.07g g.cm-3). É um elemento com o número atómico 92. Existe na 
natureza sob a forma de três isótopos em quantidades relativas diferentes: 238U 
(99,28%), 235U (0,72%) e 234U (0,0055%) (Craft et al., 2004) e encontra-se ligado a 
outros elementos, metálicos ou não metálicos (ex.: Zn e Cu)., formando misturas 
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metálicas complexas. Este elemento foi descoberto por Martin Heinrich Klaproth, um 
cientista alemão, em 1789. Este cientista fez a sua descoberta enquanto analisava 
um minério conhecido como pitchblenda. Tratou o minério com ácido e submeteu-o 
a aquecimento elevado. O resultado foi um pó preto o qual denominou urânio. 
Apesar de Klaproth pensar ter identificado um novo elemento, o pó obtido 
correspondia a uma mistura de óxidos de urânio. Na verdade, o urânio só foi isolado 
por E.M. Péligot, em Paris, no ano de 1842. Este cientista francês isolou o urânio 
puro procedendo ao aquecimento do dióxido de urânio (UO2) com potássio num 
cadinho de platina. A radioactividade deste metal foi inicialmente detectada em 1896 
por Antoine Henri Becquerel, um físico francês que não entendeu o significado da 
sua descoberta. Contudo uma das suas alunas – Marie Curie – interpretou os seus 
resultados correctamente e designou de “radioactividade” o novo fenómeno. Em 
1934, Enrico Fermi, (físico italiano que trabalhava na Universidade de Chicago) 
desintegrou átomos pesados, pulverizando-os com neutrões. Contudo não notou 
que tinha promovido a fissão nuclear do urânio. Este fenómeno foi detectado em 
1938 por Otto Hahn e Fritz Strassman numa experiência semelhante1.  
Grande maioria dos metais pesados são extremamente tóxicos devido ao 
facto de na forma iónica, ou quando associados a determinados compostos serem 
solúveis em água, podendo ser facilmente absorvidos por tecidos animais e 
vegetais. Após esta fase de absorção, os metais tendem a combinar-se com 
biomoléculas, como as proteínas, transportadores membranares, enzimas e ácidos 
nucleicos, comprometendo a sua função (Sardens et al., 1996; Goyer e Clarkson, 
2001; Manahan, 2003). De facto a ligação a um ligando celular é um processo 
determinante na toxicidade dos metais, assim como nos mecanismos de defesa, na 
medida em que é também através da ligação a grupos tiol das metalotioneínas que 
os metais são sequestrados (Manahan, 2003) Contudo, a dinâmica e a cinética de 
toxicidade dos metais depende da forma em que se encontra o metal ou o composto 
metálico e da capacidade de cada espécie de o armazenar e/ou regular (Fairbrother 
et al., 2007).  
De uma maneira muito simplista e, reforçando os considerandos já referidos, 
pode-se dizer que o perigo de introdução de compostos uraníferos no organismo 
                                                          
1
 http://en.wikipedia.org/wiki/Uranium, disponível em Dezembro de 2007. 
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humano e de outros animais é diferente de acordo com a solubilidade em água do 
composto absorvido. A inalação e a ingestão de compostos com urânio são as 
principais vias de exposição ao urânio. No que refere á primeira via de exposição e 
após deposição nos pulmões, o urânio é absorvido para a corrente sanguínea e 
linfática, consoante a sua solubilidade e é distribuído aos diferentes órgãos. No que 
refere à absorção gastrointestinal o intestino delgado é o órgão preferencial, senão 
mesmo o único, onde ocorre absorção de urânio, sobretudo por via transcelular 
(Dublineau et al., 2005). Embora muito do urânio, que entra no organismo seja 
excretado através das fezes e da urina, os diferentes compostos de urânio que ficam 
no organismo demonstram uma distribuição selectiva por determinados órgãos. 
Assim 85% dos compostos de média/baixa solubilidade depositam-se nos ossos e 
os restantes 15% depositam-se nos túbulos proximais dos rins (Hursh et al., 1969 in 
Craft et al., 2004). Contudo, qualquer que seja a via de penetração, a toxicidade é 
sobretudo de ordem química sendo o rim o órgão preferencial para a sua 
acumulação e toxicidade química (ATSDR, 1999a). Deste modo, um sintoma 
precoce dos efeitos tóxicos do urânio é a presença de albumina na urina que é 
facilmente detectada (ATSDR, 1999a). A toxicidade de natureza radiológica está 
associada sobretudo a compostos insolúveis.  
O urânio pode-se transformar num elemento estável o Pb, através de diversos 
estágios intermédios que envolvem a produção de uma cadeia de radionuclídeos, e 
a emissão de radiações α e β (Craft et al., 2004). Assim, o radão, o rádio e outros 
radionuclídeos da série de decaimento do urânio podem acumular-se em 
determinadas cadeias alimentares atingindo eventualmente concentrações capazes 
de induzir efeitos tóxicos (Evseeva et al., 2003). Os traços de radiação, por sua vez, 
podem afectar a molécula de ADN directamente, através da energia que nela 
depositam, ou indirectamente, ionizando outras moléculas estritamente associadas 
com ela, como o oxigénio e o hidrogénio e formando radicais livres que facilmente 
quebram as ligações químicas no interior das biomoléculas (Newman, 1998; Harley, 
2001). De facto Monleau et al. (2006), trabalhando com ratos Sprague Dawley e 
submetendo-os a exposições a urânio empobrecido por inalação, observaram danos 
no DNA que de acordo com a sua opinião podem ter sido consequência do processo 
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inflamatório e da produção de espécies de oxigénio radioactivas, potenciados pela 
exposição contínua a partículas insolúveis de urânio. 
 Diversos autores registaram efeitos somáticos e genéticos em plantas e 
animais expostos em locais com elevados níveis de radioactividade ou expostos a 
radiações gama em laboratório (Ptáček et al., 2002; Geras’kin et al., 2007). No 
entanto, embora Geras’kin et al. (2007) reportem algumas evidências indicadoras de 
uma maior contribuição dos radionuclídeos absorvidos e bioacumulados pelos seres 
vivos para os feitos biológicos observados, eles reforçaram igualmente que com 
base nos estudos existentes até à data, não é possível fazer-se uma distinção clara 
entre o papel dos radionuclídeos e da radiação na produção desses mesmos efeitos.  
 
1.3. Teste de Ames 
 
De entre os vários tipos de ensaios para avaliação da 
mutagenicidade/genotoxicidade de compostos químicos ou de misturas complexas 
destes, com maior aplicação, são de destacar: o teste de Ames, o ensaio Mutatox, 
o teste de micronúcleos em anfíbios e o teste de aanomalias cromossómicas na 
anafase-telofase com Allium cepa (Békaert et al., 1999; Monarca et al., 2002; 
Evseeva et al., 2003; Courty, et al., 2004; Jolibois e Guerbet, 2005; Mouchet et al., 
2006). 
O teste de Ames, deve o nome ao seu criador Bruce Ames (Ames et al., 
1975). O seu desenvolvimento dependeu essencialmente dos avanços científicos na 
compreensão do papel de químicos mutagénicos, no desenvolvimento de cancros 
em animais (Tortora et al., 1998). Actualmente o ensaio foi já padronizado mas 
apenas para a avaliação de efeitos mutagénicos/genotóxicos de novas substâncias 
químicas ou de outras já existentes: EPA Health Effects Test Guidelines OPPTS 
870.5100 (USEPA, 1998) e OECD TG 471 (OECD, 1997). Não obstante tal facto tem 
sido aplicado na avaliação de solos contaminados ou bioremediados (e.g. Brooks et 
al., 1998; Hughes et al., 1998; Ehrlichmann et al. 2000; Courty et al., 2004). 
O princípio do teste de Ames baseia-se na exposição de estirpes mutantes de 
Salmonella typhimurium (células his-, incapazes sintetizar histidina) ou de 
Escherichia coli ( células try-, incapazes de sintetizar triptofano) a produtos químicos, 
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que caso possuam propriedades mutagénicas são capazes de reverter as mutações, 
permitindo às células readquirirem a capacidade de sintetizar os aminoácidos 
essenciais e de crescerem em meios com concentrações vestigiais dos mesmos 
(Maron e Ames, 1983; Mortelmans e Zeiger, 2000). Este teste é igualmente 
designado por um teste de mutação reversa e permite detectar substâncias capazes 
de induzir mutações que involvam apenas a adição ou a delecção de um número 
muito reduzido de pares de bases de ADN (USFDA, 20002; OECD, 1997; USEPA 
1998). 
S. typhimurium e Escherichia coli são bactérias, e por conseguinte são  
formadas por células procariotas, que diferem das células eucariotas dos mamíferos 
em diferentes aspectos, incluindo na absorção de substâncias químicas, no 
metabolismo, na estrutura das moléculas de ADN e nos próprios processos de 
reparação do ADN (USFDA, 2000).  Consequentemente alguns químicos apenas 
exercem os seus efeitos carcinogénicos após activação metabólica, levada a cabo 
por um sistema de enzimas designado citocromo P450, localizado maioritariamente 
na membrana do retículo endoplasmático liso e existente sobretudo no fígado, mas 
também nos pulmões e no rim (Timbrell, 2001). Deste modo, de forma a ser possível 
a extrapolação dos resultados dos ensaios com S. typhimurium, para mamíferos e 
para seres humanos, os ensaios são realizados na presença de extracto de fígado 
de rato (fracção S9), obtido após tratamento dos animais com Aroclor 1254, para 
indução das enzimas envolvidas no metabolismos de substâncias tóxicas. Este 
extracto actua como activador externo do metabolismo (Mortelmans e Zeiger, 2000). 
Ainda assim, torna-se muito difícil extrapolar os resultados obtidos, para as células 
de mamíferos (eucarióticas) (USFDA, 2000) na medida em que o sistema enzimático 
P450, envolvido na activação de químicos carcinogénicos, possui diferentes 
isoformas, com diferentes capacidades de actuar sobre compostos pró-
carcinogénicos. Hakura et al. (1999) registaram uma maior actividade mutagénica de 
compostos como 2-aminoantraceno, 1-nitropireno e DNN (N-nitrosodimetilamina) na 
presença da fracção S9 de fígado humano, quando comparada com a fracção S9 de 
rato. Como resultado destas observações alguns autores têm sugerido a utilizado 
fracção S9, obtida a partir de fígado humano, na avaliação de risco para a saúde 
                                                          
2
 http://www.cfsan.fda.gov/~redbook/redivc1a.html, disponível em Dezembro de 2007. 
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humana de compostos químicos, potencialmente carcinogénicos, o que não só é 
dificultado pela reduzida disponibilidade de órgãos para produzir a fracção S9, como 
também pela impossibilidade de esterilizar completamente esta fracção sem a 
destruir e de obter amostras de fígado livres de gordura (Hakura et al., 2002). 
As estirpes TA98 e TA100 são as mais utilizadas nos ensaios de 
genotoxicidade, pelo menos numa fase de rastreio, na qual, caso sejam obtidos 
resultados positivos devem ser confirmados através da repetição dos ensaios com 
as estirpes S. typhimurium TA1535, TA1537 (ou ainda a TA97 ou TA97A) e a TA 
102 (ou Escherichia coli WP2) (Mortelmans e Zeiger, 2000). Foi demosntrado que as 
estirpes TA98 e TA100 com e sem activação metabólica, são suficientes para 
identificar 90% de compostos mutagénicos, numa população em que 35% dos 
compostos químicos têm este potencial (Zeiger et al., 1985 in Mortelmans e Zeiger, 
2000). A mutação existente na estirpe TA100, resulta da substituição de uma leucina 
(GAG/CTC) por uma prolina (GGG/CCC) e pode ser revertida para o estado 
selvagem por um composto mutagénico que cause uma substituição de pares de 
bases, num dos pares GC (Barnes et al., 1982 in Mortelmans e Zeiger, 2000). A 
mutação que ocorre na estirpe TA98 é uma mutação do tipo -1 mudança de 
sequência, que afecta uma sequência próxima de uma sequência repetitiva –C-G-C-
G-C-G-C-G- (Isono e Yourno, 1974 in Mortelmans e Zeiger, 2000). Deste modo a 
aplicação das duas estirpes acima mencionadas permite a detecção de compostos 
com diferentes mecanismos de acção. 
 
1.4. Objectivo do estudo e estrutura da dissertação 
 
Hoje em dia é sobejamente conhecido que a genotoxicidade desempenha um 
papel importante no mecanismo da acção da maioria dos compostos carcinogénicos. 
Contudo, continuam por compreender os mecanismos de acção de misturas 
complexas de químicos com potencial genotóxico, assim como a acção de 
substâncias radioactivas. Deste modo, e uma vez que a mina da Cunha Baixa, se 
dedicou à exploração de minério radioactivo, a avaliação da mobilidade de 
elementos metálicos presentes no solo, e da possível contaminação de águas 
superficiais e subterrâneas com níveis tóxicos, exigia que se obtivesse informação 
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sobre a genotoxicidade desses mesmos recursos para as diferentes espécies que a 
eles possam estar expostos, incluindo seres humanos. 
Deste modo, integrado na fase de rastreio da toxicidade do compartimento 
terrestre, este trabalho teve como objectivo avaliar a presença de químicos capazes 
de induzir mutações em extractos de amostras de solo, recolhidas em diferentes 
pontos de amostragem dentro da área mineira, com recurso ao ensaio de Ames, 
com estirpes de Salmonella typhimurium (TA100 e TA98).  
A presente dissertação apresenta a estrutura típica de um artigo científico, 
onde é feita uma introdução ao tema, a descrição do material e da metodologia 
utilizada, dos principais resultados obtidos e sua discussão. Estes dados fazem 
parte de uma publicação em preparação para submissão a revista internacional: 
 
• Phytotoxicity and genotoxicity of soils from an abandoned uranium mine area 
Pereira R., Silva Ferreira M.J., Marques C., Neves M.F.J.V., Caetano A.L., Antunes S.C, Mendo 
S., Gonçalves, F. (In prep.) 
 
Em anexo (anexo 1) a esta dissertação encontra-se o protocolo desenvolvido 
para ensaios de rotina de amostras de extractos de solo, adaptado de metodologias 
descritas por diversos autores.  
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II. Material e Métodos 
 
2.1. Descrição do local de estudo 
 
A mina de urânio da Cunha Baixa está localizada no Centro de Portugal 
(Mangualde, distrito de Viseu), nas margens do Rio Castelo (afluente do Rio 
Mondego) (Fig. 4), junto a uma povoação com o mesmo nome da mina.  
 
 
 
Figura 4 – Localização geográfica da mina de urânio da Cunha Baixa e dos locais de amostragem de 
de solo (Pereira et al., 2008) 
 
 A actividade desta mina, onde foi levada a cabo a exploração de urânio e de 
sais de rádio, terminou em 1993, estando nos últimos anos limitada apenas à 
lexiviação in situ de minério pobre, para produção de óxidos de urânio, levada a 
cabo na antiga área de exploração subterrânea. Com resultado, desta actividade, os 
solos locais viram a sua estrutura e composição química em metais e 
radionuclídeos, profundamente alteradas, com concentrações totais de metais que 
ultrapassam diferentes critérios de qualidade de solos, definidos por países 
europeus (Pereira et al., 2008). Estudos anteriores demonstraram ainda que a 
contaminação dos solos nesta área mineira é suficiente para comprometer a sua 
função de habitat para organismos edáficos (Antunes et al., 2008) e para plantas 
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(Pereira et al., in prep.), contudo, sugerem que a capacidade de retenção desses 
mesmos solos não foi afectada (Antunes et al., 2008). Subsequentemente, os dados 
já existentes parecem indicar que os solos da área mineira não estão a contribuir 
para a contaminação das águas subterrâneas, um dos principais problemas 
registados na área.  
 Além da degradação do compartimento terrestre, o processo de lexiviação 
ácida in situ, tem ainda hoje como consequência nefasta a produção contínua de um 
efluente ácido, de pH extremamente baixo e rico numa mistura complexa de metais, 
incluindo urânio. Este efluente apresenta uma toxicidade elevada para organismos 
de diferentes níveis tróficos, desde algas a peixes (Antunes et al., 2007a, 2007b; 
Bessa et al., submitted). Este efluente representa assim um elevado perigo para os 
ecossistemas de água doce adjacente e deverá ser ele o responsável pela 
contaminação das águas subterrâneas em virtude com o seu contacto com o 
aquífero. Por outro lado, o tratamento do efluente levado a cabo no local, através da 
adição de hidróxidos para neutralização do pH e de sulfato de bário para co-
precipitação de radionuclídeos, dá origem à produção de lamas ricas em metais 
como o urânio (U) e o tório (Th) e em radionuclídeos (Carvalho et al., 2007), que 
periodicamente são removidas da lagoa de tratamento e depositadas no local de 
exploração, agravando a contaminação do compartimento terrestre. 
 A complementar a contaminação química existe ainda contaminação 
radiológica, confirmada pelos elevados níveis de radioactividade relativa registadas 
em diferentes locais da exploração mineira (Pereira et al., 2008). 
 
2.2. Recolha das amostras de solo e sua caracterização físico-química 
 
Conforme já referido, na introdução deste trabalho, as dez amostras de solo 
foram obtidas em locais, previamente definidos em estudos anteriores, dentro da 
área de exploração e suas imediações, tendo sido nomeadas de A-J, de acordo com 
a distância crescente ao local de exploração subterrânea. Assim, os diferentes locais 
de amostragem foram: 
• A – zona de exploração subterrânea, onde actualmente existem lagoas de 
efluente mineiro; 
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• B, C e D – locais junto à zona de exploração subterrânea, onde é feita a 
deposição de lamas da lagoa de tratamento do efluente; 
• E – junto ao limite da área mineira e próximo de terrenos agrícolas; 
• F - pinhal sob a acção de escorrências  da lagoa de tratamento, que acabam 
por se juntar a um pequeno ribeiro; 
• G – local nas margens da lagoa de tratamento do efluente, onde existem 
lamas depositadas; 
• H – local localizado junto ao cavalete de descida de mineiros e de material 
aos túneis subterrâneos; 
• I – local junto à lagoa que ocupa a depressão resultante da exploração a céu 
aberto, que foi rapidamente abandonada pelo pobre teor em urânio do 
minério. Esta lagoa tem sido considerada como uma lagoa de referência e 
virtude do baixo teor em metais da sua água e da ausência de toxicidade para 
organismos aquáticos (Antunes et al., 2007a). Em estudos do compartimento 
terrestre este local tem sido igualmente indicado como um potencial local de 
referência (Antunes et al., 2008; Pereira et al., 2008). 
• J – Local a cerca de 3 Km da povoação da Mina da Cunha Baixa, 
seleccionado como potencial local de referência, para estudos do 
compartimento terrestre. 
 
Em cada um dos locais foi recolhida uma amostra de solo composta da 
camada superficial (0-20 cm), da qual foi retirada a vegetação e as pedras de 
maiores dimensões. Os solos foram trazidos para o laboratório de imediato, em 
sacos de plástico, onde foram secos à temperatura ambiente, homogeneizadas 
ecrivadas, por um crivo de 2mm. De cada amostra, a fracção <2mm foi armazenada 
para caracterização físico-química, para análise de metais e para os ensaios de 
Ames.  
Os parâmetros físico-químicos foram medidas em três réplicas de cada 
amostra de solo. O pH (H2O) do solo e a condutividade foram medidas nas fracções 
líquidas de uma solução de solo (1:5 w/v de extracção) de acordo com o método 
descrito em FAOUN (1984). Assim, para o efeito, em frascos de polipropileno 
pesaram-se 10g de cada réplica de solo, adicionaram-se 50 ml de água desionizada, 
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e procedeu-se à mistura dos dois componentes, por agitação magnética durante 30 
minutos. Após este período, a mistura foi deixada em repouso durante 1h, para 
permitir a deposição das partículas de solo em suspensão, e de seguida foi medido 
o pH do sobrenadante com um medidor de pH (WTW 330/ SET-2) pré-calibrado. 
 A condutividade foi medida na mesma suspensão, a qual foi deixada em 
repouso durante a noite, com um medidor de condutividade LF330/SET. 
A humidade do solo foi determinada igualmente em três réplicas de cada 
amostra de solo, por determinação do peso seco ao ar e do peso após desidratação 
na estufa, a 105ºC, durante 24h. A percentagem de matéria orgânica nos solos foi 
determinada pela perda de peso da amostra seca na estufa, após ignição a 450ºC, 
durante 8h (SPAC, 2000).  
A capacidade de retenção da água foi determinada seguindo metodologia 
descrita em protocolo padronizado (ISO, 2005). Assim cada réplica de solo, foi 
colocada num frasco de polipropileno, ao qual o fundo foi removido e substituído por 
papel de filtro, fixo por fita adesiva. Os frascos foram devidamente fechados no topo 
com a tampa. A substituição do fundo dos frascos por papel de filtro permite a 
submersão dos mesmos em água e o encharcamento do solo por capilaridade. Para 
o efeito os frascos foram submersos em água, durante três horas, e após este 
período foram retirados e colocados com o fundo sobre papel de cozinha 
absorvente, durante cerca de 2 h, para libertação do excesso de água. Depois disto 
os frascos foram colocados na estufa a 105 oC, até estabilização do peso, e a 
capacidade de retenção da água foi determinada com base no peso de cada réplica 
antes e depois da secagem na estufa (ISO, 2005).  
Para determinação da fracção de metais potencialmente mobilizável no solo, 
três réplicas de cada amostra de solo, de cada local, foram misturadas com água da 
chuva artificial (150g: 2L) seguindo a metodologia descrita por Pereira et al. (2008). 
A composição da água da chuva artificial está definida por exemplo em Laegdsmand 
et al. (1999) e consiste na seguinte mistura de sais: 
• NaNO3 (4.07 mg/l); 
• NaCl (3.24 mg/l); 
• KCl (0.35 mg/l); 
• CaCl22H2O (1.65 mg/l); 
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• MgSO4.7H2O (2.98 mg/l); 
• (NH4)2SO4 (3.41 mg/l). 
As misturas solo/água da chuva foram agitadas manualmente duas vezes ao 
dia, e após uma semana, o sobrenadante foi filtrado, através de um filtro Whatman 
GF/C (1.2µm porosidade, 47mm diâmetro) e acidificado com ácido nítrico ultrapuro 
até um pH<2, para posterior análise por espectrometria de massa com plasma 
induzido acoplado (ICP-MS). Os resultados são expressos em função da massa de 
solo. 
 
2.3. Obtenção de extractos de solo para o ensaio de Ames 
 
Para cada local de amostragem, 3g da fracção inferior a 2mm da amostra de 
solo composta, foram colocadas num erlenmeyer de vidro de 250 ml e misturadas 
com 30ml de água destilada. Os erlenmeyers foram envolvidos por papel de 
alumínio para impedir fotodegração de compostos, e foram agitados a 120 r.p.m, 
num agitador orbital, durante 24h. Após este período de tempo, foram mantidos em 
repouso à temperatura ambiente, durante 30 min para permitir a deposição das 
partículas de maiores dimensões. De forma a esterilizar os extractos e a retirar as 
partículas sólidas em suspensão, as amostras foram filtradas através de um filtro de 
seringa de acetato de celulose, com 0,2 µm de poro, esterilizado, no interior de uma 
câmara de fluxo laminar. 
Os extractos de solo obtidos para os diferentes locais de amostragem foram 
diluídos com água destilada de forma a obter a gama de diluições a ser testada, 
nomeadamente de 3,13 a 100%, com um factor de diluição de 2. Esta gama de 
diluições correspondia exactamente a uma massa de solo por placa de 0,156 a 5 mg 
por placa. Com o objectivo de confirmar se a fracção solo/água de 1:10 (m/v) não 
estava a condicionar a obtenção de resultados positivos no ensaio, novas 
extracções foram levadas a cabo, seguindo o mesmo procedimento, mas desta vez 
numa proporção de 1:2 (m/v). Os novos extractos de solo (sem diluição) foram 
igualmente submetidos aos ensaios de genotoxicidade, com ambas as estirpes, com 
e sem activação metabólicas com a fracção S9. 
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2.4. Ensaio de genotoxicidade dos extractos de solo 
 
Os diferentes extractos de solo e respectivas diluições foram testados com as 
estirpes TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium his-, seguindo o procedimento 
descrito para o ensaio com pré-incubação de forma a aumentar o contacto das 
células bacterianas com os extractos de solo (Maron e Ames, 1983; Mortelmans and 
Zeiger, 2000). Assim a bactéria é pré-incubada em meio líquido durante 30min., a 37 
oC, numa mistura composta por 500 µl de tampão fosfato ou de solução S9, 50 µl do 
extracto de solo e 50 µl da bactéria em nutriente de Broth. O nutriente de Broth é 
utilizado para crescimento das bactérias, onde as mesmas são incubadas durante 
cerca de 12h, até atingirem uma densidade de 1-2 x 109 (CFU/ml) (Mortelmans e 
Zeiger, 2000). Após o período de pré-incubação a cada tubo de ensaio foram 
adicionados 2 ml de agar de topo, com uma concentração vestigial de histidina, e a 
mistura foi espalhada numa placa com agar enriquecido com glucose e com uma 
solução de sais (solução de Vogel-Bonner) (Vogel e Bonner, 1956). Depois de 
secas, as placas foram incubadas na estufa, invertidas e a 37 oC, durante 48h. Os 
ensaios com ambas as estirpes foram realizados com e sem activação metabólica in 
vitro de poluentes, através da utilização de uma solução de enzimas microssomais 
preparadas a partir de ratos Sprague-Dawley induzidos com Aroclor 1254 (Trinova, 
Biochem). 
Os controlos negativos foram preparados substituindo o extracto de solo por água 
Milli-Q, enquanto que os controlos positivos foram preparado com substâncias de 
acção mutagénica conhecida, nomeadamente: Nitrofurantoína e 2-nitroflureno, para 
as estirpes TA100 e TA98, respectivamente, nos ensaios sem S9. Nos ensaios com 
S9, o composto 2-aminoantraceno foi utilizado como controlo positivo para ambas as 
estirpes. Os compostos mutagénicos foram adicionados em solução de forma 
perfazer uma concentração de 10µg/placa. Uma vez terminado o período de 
incubação, as colónias revertentes foram contabilizadas em todas as placas, e o 
número de revertentes – net foi calculado para cada placa por subtracção do número 
médio de colónias contabilizadas no controlo negativo. Dois critérios foram utilizados 
para analisar a ocorrência de efeitos mutagénicos nos ensaios, nomeadamente: i) a 
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existência de uma relação positiva e significativa entre a concentração de extracto 
de solo/ número net de colónias revertentes e, ii) o registo de um número médio de 
colónias revertentes superior ao dobro do número médio registado nos controlos 
negativos (Mortelmans e Zeiger, 2000). 
  
III. Resultados 
 
Da caracterização físico-química geral das amostras de solo dos diferentes 
locais de amostragem foi possível constatar que a grande maioria dos solos são 
acídicos, excepto os solos dos locais B, D, F e G, que se encontravam próximo da 
neutralidade (Tabela 1). Os valores de pH mais baixos foram registados para o local 
A (4,81 ± 0,06), exactamente na zona de extracção subterrânea, onde foi levada a 
cabo a lexiviação in situ do minério pobre, e no local J, a alguns Kms da área 
mineira. De acordo com o esperado, os valores de condutividade mais elevados 
foram registados nos locais B (2,28 ± 0,0 mS/cm) e D (656,67 ± 5,77 µS/cm), onde 
são depositadas as lamas provenientes da lagoa de tratamento, e no local G (803,0 
± 50,51 µS/cm), localizado na margem da lagoa de tratamento, onde existem 
igualmente lamas depositadas. O solo do local B foi aquele onde se registou uma 
percentagem mais elevada de matéria orgânica (6,5 ± 0,06%), assim como nos solos 
seleccionados como potenciais locais de referência, nomeadamente solos I (9,06 ± 
1,6%) e J (9,71 ± 0,52). No que refere à humidade do solo, ela foi reduzida em 
praticamente todas as amostras de solo, excepto para as dos locais B, D e E, onde 
foram registadas as percentagens de humidade mais elevadas, todas rondando os 
10%. Este parâmetro pode ter sido influenciado pelas condições climatéricas no 
momento da amostragem, que decorreu em Junho de 2007, um mês particularmente 
seco. Dois destes últimos solos (B e D), mostraram contudo as capacidades de 
retenção da água mais elevadas (61,16 ± 2,76 e 49,0 ± 1,26%, respectivamente). 
A análise de metais nos extractos obtidos com água da chuva artificial, 
demonstraram a ocorrência de diversos elementos nas amostras de todos os locais 
de amostragem, contudo apenas o solo B mostrou valores acima de critérios de 
qualidade, para o urânio (5,980 ± 0,278 mg/Kg). Não obstante tal facto, o potencial 
efeito sinergístico da mistura de metais não pode ser ignorado. 
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Tabela 1. Parâmetros físico-químicos dos solos recolhidos nos diferentes locais de amostragem 
localizados na área da mina da Cunha Baixa (média ± DEVP). 
 
pH 
Condutividade 
(mS cm-1) 
Conteúdo em 
material 
orgânica (%) 
Humidade 
(%) 
Capacidade de 
retenção da 
água (%) 
Locais de 
amostragem 
     
A 4,81±0,06 66,83±2,17 0,78±0,06 5,71±0,16 19,57±0,96 
B 7,76±0,07 2280,0±0,0 6,5±0,06 11,77±0,0 61,16±2,76 
C 6,05±0,02 56,73±30,81 1,02±0,35 1,51±0,17 24,08±0,41 
D 7,65±0,07 656,67±5,77 4,40±0,12 10,57±0,19 49,0±1,26 
E 5,32±0,10 68,20±8,61 4,40±0,17 10,56±0,39 17,88±0,86 
F 6,56±0,05 233,33±5,77 1,16±0,14 1,25±0,15 24,13±0,72 
G 7,65±0,03 803,00±50,51 1,5±0,05 2,35±0,01 29,68±0,91 
H 6,24±0,02 48,23±1,60 3,24±0,23 1,54±0,08 21,66±0,08 
I 5,56±0,09 37,40±0,69 9,06±1,6 3,15±0,07 37,38±0,41 
J 4,97±0,13 85,43±5,78 9,71±0,52 2,50±0,04 34,22±2,96 
 
A tabela 3 descreve os resultados dos quatro ensaios de genotoxicidade, 
levados a cabo com e sem activação metabólica para os extractos obtidos numa 
proporção de 1:10 (m/v). Como é possível registar não foram obtidos efeitos 
genotóxicos para nenhum dos solos amostrados na área da mina da Cunha Baixa, 
seguindo ambos os critérios definidos no material e métodos. A figuras 5 e 6 
retratam o aspecto geral das placas do controlo negativo e das placas inoculadas 
com extracto de solo do local A, num ensaio com a estirpe TA100. A tabela 4 reporta 
os resultados dos ensaios levados a cabo com ambas as estirpes, com e sem 
activação metabólica, mas desta vez com os extractos obtidos para proporção 
solo/água de 1:2 (m/v). Não houve registos de resultados positivos para os extractos 
obtidos para cada um dos locais de amostragem, na medida em que o número de 
colónias revertentes não foi em qualquer situação superior ao dobro das colónias 
registadas nos respectivos controlos negativos. 
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Tabela 2 – Concentração de metais extraídos com água da chuva artificial em todos os locais de 
amostragem da mina de urânio da Cunha Baixa (média ± STDEV) comparando com critérios de 
qualidade do solo (maior e menor valor) existentes para diferentes países europeus e revistos por 
Pereira et al. (2008) (mg/Kg). 
a. Soil quality criteria (Scott-Fordsmand and Pedersen, 1995). 
b. Values established for soil invertebrates (http://www.epa.gov/ecotox/ecossl/). 
c. (Sheppard et al., 2005). 
d3. The Risk assessment information System (http://rais.ornl.gov/cgi-bin/eco/ECO_select) – SO EPA R4 Soil 
Screening Benchmark.  
 
 
 
Figuras 5 e 6. Placa do controlo negativo (esquerda) e de extracto do solo A (não diluído) obtido 
numa proporção de 1:10, inoculadas com a estirpe TA100, sem S9. 
 
 A B C D E F G H I J SQGV 
Be 0,007 ± 0,003 --- 
0,001 ± 
0,000 --- 
0,003 
±0,0008 
0,009 ± 
0,001 
0,050 ± 
0,000 
0,007 ± 
0,000 
0,005 ± 
0,000 
0,003 ± 
0,000 
1,1d3-
40b 
 
Al 2,681 ± 2,005 
0,565 ± 
0,060 
4,681 ± 
1,280 
0,927 ± 
0,151 
2,715 ± 
0,065 
2,453 ± 
0 ,721 
0,547 ± 
0,159 
7,017 ± 
1,284 
6,373 ± 
0,190 
6,578 ± 
0,861 
50a-
1000b 
 
Mn 1,234 ± 0,142 
0,023 ± 
0,004 
0,179 ± 
0,014 
0,035 ± 
0,005 
0,165 ± 
0,038 
1,768 ± 
0,021 
1,556 ± 
0,016 
0,670 ± 
0,228 
5,682 ± 
1,669 
3,461 ± 
0,728 100
d3
 
Fe 1,919 ± 2,064 --- 
2,381 ± 
0,689 --- 
1,311 ± 
0,030 
0,732 ± 
0,302 --- 
4,689 ± 
0,710 
1,396 ± 
0,140 
2,027 ± 
0,311 
200d3-
3515b 
 
Ni 0,061 ± 0,005 
0,048 ± 
0,008 
0,011 ± 
0,010 
0,010 ± 
0,005 
0,011 ± 
0,002 
0,081 ± 
0,003 
0,033 ± 
0,003 
0,019 ± 
0,008 
0,008 ± 
0,000 
0,005 ± 
0,008 
10a-
280b 
 
Cu 0,064 ± 0,037 
0,046 
±0,016 
0,042 ± 
0,032 
0,019 ± 
0,007 
0,087 ± 
0,002 
0,024 ± 
0,002 
0,012 ± 
0,004 
0,144 ± 
0,012 
0,036 ± 
0,004 
0,027 ± 
0,003 
30a-
190d1 
 
Zn 
 
0,934 ± 
0,353 
0,515 ± 
0,081 
0,301 ± 
0,127 
0,265 ± 
0,043 
1,110 ± 
0,125 
1,006 ± 
0,031 
0,612 ± 
0,042 
1,521 ± 
0,116 
1,324 ± 
0,177 
0,840 ± 
0,093 
50d3-
720d1 
 
As 0.023 ± 0.008 --- --- --- 
0,020 ± 
0,001 --- --- 
0,015 ± 
0,000 
0,059 ± 
0,003 
0,015 ± 
0,001 NA 
Sr 0,226 ± 0,134 
5,616 ± 
0,082 
0,128 ± 
0,025 
1,131 ± 
0,022 
0,473 ± 
0,012 
0,172 ± 
0,009 
0,619 ± 
0,023 
0,254 ± 
0,002 
0,728 ± 
0,028 
0,260 ± 
0,011 NA 
Cd 0,001 ± 0,0005 
0,000 ± 
0,000 
0,0002 
± 0,000 
0,000 ± 
0,000 
0,002 ± 
0,000 
0,002 ± 
0,000 
0,002 ± 
0,000 
0,001 ± 
0,000 
0,001 ± 
0,000 
0,001 ± 
0,000 
0,3a-
140b 
 
Ba 
 
1,616 ± 
0,174 
0,364 ± 
0,085 
2,072 ± 
0,313 
1,338 ± 
0,064 
1,932 ± 
0,187 
1,411 ± 
0,083 
1,164 ± 
0,183 
2,184 ± 
0,198 
2,134 ± 
0,167 
1,296 ± 
0,128 NA 
Pb 0,017 ± 0,010 
0,003 ± 
0,001 
0,015 ± 
0,011 
0,003 ± 
0,001 
0,005 ± 
0,000 
0,009 ± 
0,004 
0,002 ± 
0,001 
0,016 ± 
0,004 
0,004 ± 
0,000 
0,010 ± 
0,005 
50a-
1700b 
 
U 0,437 ± 0,121 
5,980 ± 
0,278 
0,039 ± 
0,007 
0,434 ± 
0,011 
0,110 ± 
0,019 
0,156 ± 
0,038 
0,103 ± 
0,023 
0,532 ± 
0,073 
0,144 ± 
0,017 
0,050 ± 
0,007 
5d3-
100c 
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Tabela 3. Resultados do ensaio de Ames, para uma gama de concentrações dos extractos de solo, 
obtidos com água destilada numa proporção de 1:10 (m/v). 
Média DEVP Média DEVP Média DEVP Média DEVP
3,125 6,7 7,10 4,2 2,12 18,0 19,80 26,2 40,31
6,25 2,3 2,12 5,7 1,00 9,0 30,64 8,7 1,41
12,5 0,0 - 0,0 - 15,5 16,26 0,0 -
25 0,0 - 7,2 9,19 7,0 11,31 10,7 6,56
50 2,0 5,51 8,0 4,73 16,7 19,66 29,7 14,73
100 - - - - 0,0 - 20,7 10,54
3,125 0,0 - 0,0 - 0,0 - 42,0 15,14
6,25 0,0 - 6,3 3,22 0,0 - 30,7 9,90
12,5 2,3 5,57 0,0 0,0 - 23,3 13,50
25 2,3 3,46 3,7 1,41 1,0 0,00 37,2 40,31
50 2,8 2,12 3,3 1,53 0,0 - 33,2 12,02
100 - - - - 0,0 - 25,2 19,09
3,125 0,0 - 2,7 1,41 0,0 - 5,2 0,71
6,25 0,0 - 1,7 1,41 12,5 2,12 20,3 13,50
12,5 4,3 3,46 4,7 2,83 0,0 - 22,7 16,97
25 0,0 - 1,7 0,00 0,0 - 19,7 16,97
50 0,0 - 2,7 2,00 0,0 - 25,7 25,06
100 - - - - 0,0 - 3,7 0,00
3,125 3,0 2,08 0,0 - 0,0 - 17,7 4,24
6,25 0,3 2,65 0,0 - 18,5 9,19 22,2 9,19
12,5 1,7 3,79 0,0 - 2,5 3,54 12,2 0,71
25 2,3 0,00 0,0 - 0,0 - 21,7 21,21
50 0,0 - 5,0 1,53 0,0 - 2,2 2,12
100 - - - - 0,0 - 13,7 9,90
3,125 0,0 - 0,0 - 0,0 - 26,7 26,63
6,25 0,0 - 7,2 0,71 0,0 - 5,2 0,71
12,5 1,3 6,25 4,7 3,61 4,0 4,24 13,7 5,66
25 0,0 - 3,3 4,04 0,0 - 20,7 24,04
50 1,0 2,52 2,3 3,05 18,0 12,53 21,3 9,45
100 - - - - 15,0 5,66 35,3 3,51
3,125 0,3 4,36 1,2 3,54 1,5 2,12 26,0 18,18
6,25 0,0 - 7,0 4,16 6,7 9,29 0,0 -
12,5 0,8 6,36 60,3 96,42 4,0 25,46 0,0 -
25 2,8 2,12 9,3 2,08 11,5 19,09 39,2 20,51
50 2,3 1,73 8,0 1,16 11,5 9,19 0,0 -
100 - - - - 0,0 0,00 15,7 5,66
3,125 2,8 0,71 6,7 0,00 0,0 - 27,0 12,06
6,25 0,0 - 8,7 3,46 0,0 - 17,0 9,02
12,5 0,0 - 7,2 2,12 0,0 - 26,0 17,39
25 0,0 - 3,2 0,71 0,0 - 2,0 15,70
50 2,3 5,66 7,7 1,41 0,0 - 16,2 6,36
100 - - - - 0,0 - 62,2 2,12
3,125 #REF! - 1,7 2,65 10,0 19,80 41,2 17,68
6,25 0,0 - 6,2 6,36 14,3 10,12 27,3 15,04
12,5 0,0 - 5,0 3,79 16,5 10,61 31,7 21,28
25 6,3 1,41 9,2 12,02 0,0 - 35,0 28,71
50 0,0 - 0,0 - 26,5 20,51 24,7 9,00
100 - - - - 14,0 1,41 25,0 26,58
3,125 0,0 - 2,3 1,16 0,3 5,86 0,0 -
6,25 0,0 - 7,2 3,54 0,0 - 10,7 -
12,5 0,0 - 0,0 - 0,0 - 8,2 6,36
25 0,0 - 0,0 - 14,0 15,56 12,3 5,86
50 0,3 2,65 17,2 17,69 8,5 6,36 20,2 10,61
100 - - - - 4,5 3,54 38,7 15,56
3,125 2,7 2,31 0,0 - 0,0 - 11,2
6,25 0,0 - 7,7 0,00 0,0 - 0,0 -
12,5 0,0 - 2,7 5,29 10,5 7,78 39,7 9,17
25 0,0 - 0,0 - 0,0 - 19,3 5,13
50 0,0 - 0,0 - 8,0 7,07 8,7 16,97
100 - - - - 0,0 - 5,2 26,16
Controlo Negativo 13,7 3,22 18,3 0,58 166,0 27,73 167,0 29,02
Controlo Positivo 139,3 37,54 42,3 14,22 748,0 99,36 665,0 159,52
I
J
E
F
G
H
A
B
C
D
Amostra 
de Solo
% 
Extracto 
de Solo
Nº de revertentes net/Nº de colónias
TA 98 - S9 TA 98 + S9 TA 100 - S9 TA 100 + S9
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Tabela 4. Resultados do ensaio de Ames, para os extractos de solo não diluídos, obtidos com água 
destilada numa proporção de 1:2 (m/v), para os diferentes locais da mina de urânio. 
Média DEVP Média DEVP Média DEVP Média DEVP
A 0,0 - 0,0 - 13,2 17,68 0,0 -
B 0,0 - 0,0 - 16,3 6,35 0,0 -
C 0,0 - 0,0 - 6,3 17,67 7,0 13,86
D 0,0 - 0,0 - 13,7 7,21 38,0 24,56
E 0,0 - 0,0 - 0,0 - 26,0 22,87
F 0,0 - 0,0 - 0,0 - 29,7 25,01
G 0,0 - 0,0 - 0,0 - 2,7 35,73
H 3,3 3,51 0,0 - 24,3 12,10 34,0 34,51
I 0,0 - 0,0 - 12,2 3,54 9,5 7,78
J 0,0 - 1,7 4,51 0,0 - 7,0 2,83
Controlo negativo 16,3 3,51 22,0 3,61 155,3 9,61 165,0 17,78
Controlo positivo 110,0 24,06 554,0 62,39 501,7 101,35 624,0 122,44
Amostra de solo
Revertentes net / Nº de Colónias
TA 98 - S9 TA 98 + S9 TA 100 - S9 TA 100 + S9
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IV. Discussão 
 
Um dos principais perigos associados a locais contaminados reside na 
potencial mobilização e lixiviamento de substâncias químicas através do solo, 
quando a sua capacidade de retenção foi afectada, com subsequente contaminação 
das águas subterrâneas. Um processo que irá ser fundamentalmente determinado 
pelo tipo de substâncias químicas presentes, o tipo de solo e as condições 
geológicas da zona (Hughes et al., 1998; Ehrlichman e tal., 2000). Assim, através 
desta via, os seres humanos, tal como organismos terrestres ficam expostos aos 
contaminantes do solo, na medida em que as águas subterrâneas são geralmente a 
principal fonte de água para consumo humano. Deste modo, de forma a fazer uma 
avaliação pragmática da fracção biodisponível de contaminantes no solo, que pode 
migrar para as águas subterrâneas ou superficiais, tem sido recomendado, a nível 
europeu, no âmbito de estratégias para avaliação ecotoxicológica de solos 
contaminados, a obtenção de extractos de solo com água e a realização de uma 
bateria de ensaios ecotoxicológicos com diferentes espécies aquáticas (Ferguson et 
al., 1998; Eisentraeger et al., 2004; Jensen et al., 2006). No caso particular da mina 
da Cunha Baixa, a contaminação do lençol freático, foi de facto reportada (Machado, 
1998) sendo inclusivamente este um dos principais factores que coloca em risco a 
saúde da população local. Assim, no âmbito da análise de risco em curso para o 
local, ensaios ecotoxicológicos de extractos de solo com Vibrio fischeri (Microtox), 
Daphnia magna e Daphnia longispina foram já realizados, demonstrando a ausência 
de efeitos tóxicos agudos para os extractos de todos os locais de amostragem em 
estudo na área da mina, para os diferentes organismos-teste (Antunes et al., 2008). 
Tal facto esteve, em grande parte, de acordo com a caracterização química de 
extractos de solo, obtidos com água da chuva artificial, que demonstrou a presença 
de concentrações de metais (Al e U) acima de critérios de qualidade definidos para 
diferentes países europeus, apenas para os locais de amostragem (A, C e D) 
(Pereira et al., 2008). Contudo, e dada a heterogeneidade da matriz do solo, a 
aplicação de um processo de extracção semelhante, levado a cabo neste estudo, 
apenas registou a ocorrência de níveis de urânio (5,980 ± 0,278 mg/Kg) nos 
extractos, acima de critérios de qualidade do solo, para o local B, o que não é de 
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estranhar dado que se trata de um local de deposição de lamas contaminadas. Não 
obstante tal facto os ensaios realizados sugerem que as concentrações de metais 
assim como potencialmente de outros elementos (e.g. radionuclídeos) que foram 
mobilizadas para a fracção aquosa dos extractos não exercem efeitos tóxicos  
agudos em organismos aquáticos (Antunes et al., 2008). 
No entanto, e no caso particular da mina da Cunha Baixa, apesar de já se ter 
confirmado que o potencial ecotoxicológico dos extractos de solo é nulo e uma vez 
que foi registada a presença nesses mesmo solos quer de radionuclídeos quer de 
elementos metálicos com potencial carcinogénico [e.g. As, Cd, Cr, Ni, Pb, Zn e U 
(ASTDR, 1999a, 1999b, 2000, 2005a, 2005b, 2007a, 2007b)], assim como se 
observaram anomalias nucleares eritrocíticas, em rãs verdes (Rana perezi Seoane) 
que habitam a lagoa do efluente mineiro (Marques et al., submetido), considerou-se 
recomendável, a realização do ensaio de genotoxicidade com a bactéria Salmonella 
thyphimurium his- de forma a avaliar o potencial genotóxico desses mesmos 
extractos. Os resultados obtidos demonstraram não existir genotoxicidade em 
nenhum dos extractos testados, para ambas as estirpes de S. thyphimurium (TA100 
e TA98) nos ensaios com e sem activação metabólica. O mesmo resultado foi 
registado nos ensaios com os extractos de solo, obtidos alterado a razão massa de 
solo seco para água de 1:2, para ambas as estirpes.  
Não obstante o facto de o ensaio de Ames ter sido já largamente 
recomendado, como um bom ensaio de rastreio do potencial mutagénico/genotóxico 
de solos contaminados (e.g. Békaert et al., 1999), ele apresenta uma grande 
desvantagem que aumenta a incerteza, relativamente aos resultados obtidos, na 
medida em que os mesmos podem corresponder a falsos negativos. Esta 
desvantagem reside no facto de as amostras de extractos terem que ser filtradas 
para esterilização, o que pode reduzir drasticamente os elementos potencialmente 
tóxicos, que estejam adsorvidos a partículas sólidas em suspensão (Békaert et al., 
1999) observou uma redução muito significativa da resposta genotóxica de extractos 
de solos contaminados com hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (PAHs) e metais 
pesados, após filtração das amostras, por um filtro de 0,45 µm. Contudo, ainda que 
tal facto seja sobejamente conhecido a esterilização das amostras é um passo 
fundamental deste ensaio, que não pode ser evitado. Os filtros de 0,45µm de poro, 
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continuam a ser insuficientes para esterilizar os extractos de solo, podendo provocar 
a contaminação das placas. No nosso estudo em particular acreditamos que a 
filtração das amostras pode ter sido um factor determinante, na ausência de 
respostas genotóxicas, na medida em que alguns autores reportam a possibilidade 
de ocorrência de respostas positivas quando se testam extractos de solo, induzidas 
por substâncias húmicas ou por substâncias produzidas por fungos (e.g. aflatoxinas) 
(Erlichmann et al., 2000). Tal facto mesmo assim não foi registado, para os solos da 
Cunha Baixa, o que indica que tais substâncias podem ter sido também eliminadas 
pelo processo de filtração. No entanto, tal como foi dito acima e embora a filtração 
possa ser responsável por um grande grau de incerteza associada, associado à 
avaliação efectuada, não pode ser esquecido que o solo, tem geralmente este efeito 
de filtro sobre os compostos que são lexiviados para as águas subterrâneas, pelo 
que a filtração dos extractos não compromete de forma nenhuma a relevância 
ecológica do ensaio. 
Courty et al., 2004, destaca ainda a importância do processo de extracção do 
solo, que altera igualmente, do ponto de vista qualitativo e quantitativo, a mistura de 
contaminantes presente na matriz sólida. Estes autores estudaram a utilização de 
diferentes solventes, diferentes temperaturas e tempos de extracção, e verificaram 
que a água destilada é o solvente com menor capacidade para extrair compostos 
mutagénicos do solo. Outros autores, tiveram uma opinião contrária ao verificarem 
que a água foi capaz de extrair, quer mutagénicos de acção directa, quer 
mutagénicos de acção indirecta (Hughes et al., 1998). Contudo, ainda que outros 
solventes possam ser mais eficazes na extracção de compostos mutagénicos da 
matriz de solos, quando a aplicação deste ensaio está inserida numa avaliação de 
risco de um local contaminado, apenas extracções com água fazem sentido, na 
medida em que qualquer outro solvente carece de relevância ecológica. 
Não obstante a corrente utilização do teste de Ames para detecção de 
substâncias, matrizes genotóxicas, há ainda que ter em atenção que muitos 
produtos químicos, que causam mutações, podem causar cancro em animais e/ou 
nos seres humanos, mas por oposição, há produtos químicos 
mutagénicos/carcinogénicos que por vezes, não dão resultados positivos nos testes 
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de Ames, pelo que quando existem fortes suspeitas de genotoxicidade, uma bateria 
de ensaios deve ser realizada. 
 
V. Conclusão 
 
Este estudo demonstrou que aparentemente os solos da área da mina da 
Cunha Baixa não estão a contribuir para a contaminação das águas subterrâneas 
com compostos capazes de induzir efeitos tóxicos ou genotóxicos nos organismos 
que a eles possam estar expostos. Contudo, e no que refere aos efeitos 
genotóxicos, uma vez que a filtração pode ter contribuído para a obtenção de falsos 
negativos nos ensaios realizados, é fundamental complementar esta informação 
através da realização de outro tipo de ensaios, que avaliem parâmetros de 
genotoxicidade. Caso se venham a confirmar os resultados deste estudo e de 
estudos anteriores, poderá aconselhar-se a empresa responsável pela reabilitação 
da zona, a manter estes resíduos na zona e apenas a cobri-los com uma camada 
significativa de solo superficial, para permitir o estabelecimento de espécies vegetais 
e a colonização por organismos edáficos (Eisentraeger et al., 2004). 
Por outro lado o Ensaio de Ames poderá ser repensado, de forma a alterar a 
metodologia, no sentido de expor as estirpes de bactéria directamente aos solos não 
filtrados. Para o efeito esta exposição poderá ser feita, por exemplo, em placas com 
o agar da base, com antibióticos. Os mesmos antibióticos utilizados na fase de 
purificação de culturas de bactérias. 
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Protocol 
Evaluation of the Genotoxic Potential of Contaminated Soil Samples  
 
 
1. Principle 
 
The Ames test or the Salmonella typhimurium test was develop to detect mutagenic 
chemicals (Ames, 1971). This test previously performed with S. typhimurium 
histidine-requiring strains, can also be performed with Escherichia coli tryptofane - 
requiring strains, increasing the ability of the test to detect chemicals with different 
mechanisms of action. The test strains of both species have suffered mutations that 
make them unable to produce essential aminoacids (histidine and triptofane, 
respectively) for growth and formation of colonies. The principle of this test is that 
different strains of bacteria are exposed to soil water extracts whose mutagenic 
potential is assessed through their ability to induce mutations reverting previous 
mutations, of bacteria strains. As a consequence these strains become able to 
synthesize essential aminoacids and to growth giving rise to colonies in a medium 
where they are absent. Hence this test is also named a bacterial reversion test 
(Mortelmans and Zeiger, 2000). 
 Since prokaryotic cells differ from mammalian cells in many aspects, including 
uptake mechanisms, metabolism, chromosome structure and DNA repair processes 
an exogenous source of metabolic activation is usually required (Mortelmans and 
Zeiger, 2000). However, the direct extrapolation of the results gathered to mammal 
species can not be made (USFDA, 2000).  
The Ames Test may be applied to soil extracts in order to assess the potential 
hazard associated with contaminated soil (Courty et al., 2004). For the evaluation of 
soils contaminated with metals such as uranium and its daughter radionuclides, with 
a rapid decay the re-incubation assays are recommended since according to 
Mortelmans and Zeiger (2000) there are greater chances for the interaction among 
bacteria and short-lived mutagenic metabolites in the liquid pre-incubation mixture. 
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This pre-incubation assay is followed by procedures described for the standard plate 
incorporation assay (Maron and Ames, 1983; Mortelmans and Zeiger, 2000). 
 
2. Bacteria strains 
 
At lest 5 strains of bacteria should be used. Strains TA98, TA100, TA97 or TA1537 
are always considered necessary (Table 1). It has been recommended that for 
general screening purposes a tier approach can first use strains TA98 and TA100, 
with and without metabolic activation. 
 
Table 1. List of bacteria strains recommended for the Ames test assay and the corresponding 
mutations detected. 
Bacteria strain Mechanism of gene mutation 
  
Salmonella typhimurium  
TA 1535 base-pair substitution (substitution of 
leucine GAG/CTC by a praline 
GGG/CCC 
TA 1537 hisC3076 (+1frameshiftnear a repetitive 
sequence –C-C-C- 
TA 98 hisD3052 (-1 frameshift mutation near a 
repetitive sequence –C-G-C-G-C-G-C-
G 
TA 100 base-pair substitution (substitution of 
leucine GAG/CTC by a praline 
GGG/CCC 
Escherichia coli  
WP2 ---- 
 
 
3. Positive controls 
 
Diagnostic mutagens (positive control chemicals) must be included in each 
experiment to confirm the reversion properties and specificity of each tester strain, 
and the efficacy of the metabolic activation system. Table 1 lists the chemicals that 
should be used as positive controls to each bacteria strain in plates with and without 
S9 addition. 
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Table 2. Positive controls for each bacteria strain without S9. 
Bacteria strain Positive control 
Salmonella 
typhimurium 
 
TA 1535 Sodium azide 
TA 1537 9-aminocridine 
TA 98 2-nitrofluorene 
TA 100 Nitrofurantoin/sodium azide 
  
Escherichia coli  
WP2 Mitomycin-c 
 
 For assays with metabolic activation (S9) the positive controls are the same 
for all the strains, namely: 
• Benzo(a) pyrene 
• 2-aminoanthracene 
 
If the 2-aminoanthracene is chosen it should not be used as the sole positive 
control of the efficacy of the S9 (USFDA, 2000). 
 
4. Reagents 
 
• Agar powder, Bacteriological 
• Ammonium sodium phosphate dibasic tetrahydrate (NaNH4HPO4.4H2O) 
• Ampicillin 
• Benzo(a) pyrene 
• Citric acid monohydrate 
• D-biotin 
• Dextrose 
• Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) 
• Glucose-6-phosphate 
• L-Histidine 
• L-Tryptophan 
• Oxoid Nutrient Broth #2 
• Potassium phosphate dibasic anydrous (K2HPO4) 
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• Potassium chloride (KCl) 
• Sodium azide 
• Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4.H2O) 
• Magnesium chloride anhydrous (MgCl2) 
• Magnesium sulphate heptahydrate (Mg2SO4.7H2O) 
• Tetracycline 
• 2-nitrofluorene 
• 2-aminoanthracene 
• β-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate hydrate 
 
5. Labware material 
 5.1. Soil extraction 
• Erlenmeyer’s flasks 
• Aluminium paper 
• Centrifuge tubes 
• Glass tubes with metallic covers 
• Petri plates 
• Flasks for solutions and for strain cultures with different volumes 
• Glass material to prepare solutions 
• Gloves 
 
6. Instruments 
• Autoclave 
• Incubator at 37oC 
• Water bath at 47oC 
• Magnetic stirrer 
• Orbital shaker 
• Balance 
• Micropipets of 1-20µl, 20-200 µl, 200-1000 µl; 
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7. Reagents preparation 
 
7.1. Solutions to prepare GM agar plates  
A.Vogel-Bonner (VB salts) medium E(X50) 
 a. Add the ingredients below (Table 3) in the order indicated to 650ml of 
warm distilled water in a 2L flask. Makes sure that each salt is individually 
dissolved thoroughly by stirring on a magnetic stirrer, before adding the next 
salt.  
 
Table 3. Quantity of reagents needed for Vogel-Bonner solution. 
Reagents Mass ☺ 
Mg2SO4.7H2O 10 g  
citric acid. H2O 100 g  
K2HPO4.anydrous 500 g  
NaNH4HPO4.4H2O 175 g  
 
b. Adjust the volume to 1L. 
 c. Distribute in 20ml aliquots and autoclave, loosely capped for 30 min at 
121oC. 
d. After the solutions have cooled, tighten the caps and store at room 
temperature in the dark. 
  
 B. Glucose solution (10%v/v) 
 This solution will serve as a carbon source for agar plates. 
 
Table 4. Quantity of dextrose for the glucose solution. 
Reagents Mass ☺ 
Dextrose 100 g  
 
a. Add the dextrose to 700 ml of distilled water in a 3L flask.  
b. Stir on a magnetic stirrer until the mixture is clear.  
c. Bring the final volume to 1000 ml with distilled water. 
d. Distribute 50ml aliquots in 250ml screw-cap bottles. Label as 10% glucose 
with data. 
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e. Autoclave at 121oC for 20min making sure the caps are loose. 
f. Left to cool and store at 4oC.  
 
 C. GM agar plates 
 This agar will serve as bottom for mutagenicity tests.  
  
Table 5. Reagents for preparation of GM agar. 
Reagents Mass/volume ☺ 
Agar 15 g  
VB salt solution (50X) 20 ml  
Glucose solution (10% v/v) 50 ml  
 
a. Add the agar to 900ml of distilled water in a 3L flask. Autoclave the mixture 
for 30 min at 121oC.  
b. Left the mixture to cool for about 45min to about 65oC. Add 20ml of sterile 
VB salts and mix thoroughly. 
c. Add 50ml of the sterile glucose (10% v/v) solution. 
d. Disperse the agar medium in 100x15mm petri dishes approximately 
25ml/plate. 
e. After have been solidified, store the plates at 4oC. The plates can be stored 
for several weeks in sealed plastic bags. 
f. Before use, warm the plates at room temperature and examine for excess of 
moisture. If too moisture is present incubate the plates overnight at 37oC. 
 
NOTE: Preferentially plates should be prepared in 1-2 days before the assay and 
stored at room temperature in sealed plastic bags to prevent moisture condensation. 
It will be needed 12,5l of agar medium to prepare 500 petri plates. A precipitate 
may form when the VB salts are added. However, thorough mixing will solubilize the 
salts. The agar should never be autoclave together with the VB salts and 
glucose. 
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7.2. Solutions for the top agar  
A. Histidine/biotine solution 
 
 This solution will be used to supplement top agar with excess biotin and a 
trace amount of histidine. 
 
Table 6. Reagents for histidine/biotine solution preparation. 
Reagents Mass ☺ 
D-biotin (F.W.247) 124 mg  
L-histidine.HCl (F.W. 191.7) 96 mg  
 
a. Left 1000ml of distilled water to boil and add the biotin and histidine. It may 
take a little before to dissolve the biotin, but the histidine is readily dissolved.   
b. Autoclave the solution for 20min at 121oC.  
c. Store at 4oC in a glass bottle. 
 
B. Top agar supplemented with histidine/biotin 
 
 This agar will be used to deliver the bacteria, the chemical or the test 
substance and the phosphate buffer (assays without S9) or S9mix (assays with S9) 
to the bottom agar. 
 
Table 7. Reagents for top agar supplemented with histidine/biotin. 
Reagents Mass/volume ☺ 
Agar 6 g  
Sodium chloride 6 g  
Histidine/biotin solution 
(0.5mM) 
100 ml  
 
a. Add the agar and sodium chloride to 900ml of distilled water in a 3L flask. 
Heat and stir in a hot plate to dissolve agar.  
b. Add 100ml of the histidine/biotine solution (0.5mM).  
c. Dispense aliquots of 200ml in 500ml screw cap bottles. 
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 d. Label as TOP AGAR with the date of preparation. 
 e. Autoclave for 30oC and store at room temperature in the dark. 
 f. When needed melt the top agar in a microwave oven or in boiling water. 
 
7.3. Media to prepare strain cultures for the assay 
 A. Nutrient Broth 
 This medium is used to growth bacteria overnight. 
 
Table 8. Oxoid nutrient broth mass to prepare nutrient broth 
Reagents Mass ☺ 
Oxoid nutrient broth #2 25 g  
 
a. Add the nutrient broth powder to 1000ml of distilled water and stir to 
dissolve.  
b. Dispense 50ml in 125ml Erlenmeyer flasks or 5ml in 100x16mm test tubes. 
c. Autoclave for 20 minutes, at 121oC. 
d. When cooled store in the dark at room temperature. 
 
7.4. Sodium phosphate buffer (0.2M, pH=7.4) 
 
 This buffer will be used for testing chemicals in the absence of metabolic 
activation. 
 
Table 9. Reagents used for sodium phosphate buffer. 
Reagents Volume ☺ 
Sodium dihydrogen 
phosphate (0.2M)  
500 ml of  distilled water and 
13.8g NaH2PO4.H2O 
 
60 ml 
 
Disodium hydrogen 
phosphate (0.2M) 
500 ml of  distilled water and 
14.2g Na2HPO4 
 
440 ml 
 
 
 a. Prepare each solution individually according table 9. 
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 b. Mix 60 ml of sodium dihydrogen phosphate with 440ml of disodium 
hydrogen phosphate. 
 c. Read pH and add more disodium hydrogen phosphate if necessary to 
adjust to 7.4. 
d. Autoclave for 20 minutes, at 121oC. 
 
7.5. Solutions for the S9 mixture 
 A. NADP solution (0.1M) 
 
Table 10. Mass of NADP needed to prepare NADP solution. 
Reagents Mass ☺ 
NADP 191.5 mg  
 
a. In a sterilized tube weight 191.5mg of NADP. 
b. Add 2.5ml of distilled water and mix thoroughly in vortex. 
c. Usually it is not necessary to sterilize the solution but this can be made by 
filtering through a 0.2 µm filter. 
 
B. MgCl2 - KCl solution (1.65M KCl and 0.4M MgCl2) 
 
Table 11. Reagents for the preparation of salt solution. 
Reagents Mass ☺ 
KCl 6.15g  
MgCl2.6H2O 4.07 g  
 
a. Weight each salt and add 50ml of distilled water. Left to dissolve on a 
magnetic stirrer.  
b. Autoclave for 20 minutes, at 121oC. 
c. Store the solution at 4oC. 
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C. Glucose-6-phosphate solution (1M) 
 
Table 12. Quantity of glucose needed for solution preparation. 
Reagents Mass ☺ 
Glucose-6-phosphate 2.82g  
 
a. Weight glucose-6-phosphate and add 10ml of distilled water.  
b. Sterilize the solution filtering through a 0.2 µm filter. 
c. Can be stored at 4oC, for six months. 
 
D. S9 mixture 
The composition per 50 ml of the standard mixture (S9 – 4%) is (Maron and 
Ames, 1983): 
Table 13. Composition of the S9 mixture. 
Reagents Volume ☺ 
Sterile distilled water 16.75ml  
0.2M phosphate buffer 
(pH=7.4) 
25 ml  
0.1M NADP 2 ml  
1M glucose-6-phosphate 0.25 ml  
MgCl2 – KCl salts 1 ml  
Rat liver S9 (Aroclor-1254 
induced) 
2 ml  
 
a. The reagents should be added in the precisely order of the table. The 
solution must be prepared in the beginning of each assay and must be kept on 
ice.  
 
7.6. Solutions to prepare enriched GM agar plates  
 These plates are used to provide a medium supplemented with essential 
nutrients and antibiotics for the strain check, propagation of the strains and 
preparation of the stock culture master plates. 
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A. Biotin solution (0.01%w/v) 
 This solution will serve to enrich GM agar plates for strain check, reisolation of 
strain and stock culture master plate. The composition of 100 ml of solution is: 
  
Table 14. Composition of the biotin solution. 
Reagents Mass/vol ☺ 
D-biotin 10 mg  
 
 a. Heat water to boil and add the biotin. Stir until complete dissolution.  
b. Sterilize filtering the solution through a 0.45µm filter.  
c. Store at 4oC. 
 
B. Histidine solution (0.5%w/v) 
 This solution will serve to enrich GM agar plates for strain check, reisolation of 
strain and stock culture master plate. The composition of 100 ml of solution is: 
 
 Table 15. Composition the histidine solution. 
Reagents Mass/vol ☺ 
L-histidine 500 mg  
Table 15 
 
a. Dissolve the histidine in water.  
b. Autoclave for 15 min, at 121oC.  
c. Store at 4oC. 
 
C. Ampicillin solution (0.8% w/v) 
 This solution is used to confirm the presence of plasmid pKM101 in strain 
TA97, TA98, TA100 and TA102 and for the preparation of master plates for plasmid 
carrying strains. The composition of 100 ml of solution is: 
 
Table 16. Composition of the ampicillin solution. 
Reagents Mass/vol ☺ 
Ampicillin 8 mg  
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a. Dissolve the ampicillin in warm water (65oC).  
b. Sterilize by filtering the solution through a 0.45 µm filter.  
c. Store at 4oC. 
 
D. Tetracycline solution (0.8% w/v) 
 This solution is used to confirm the presence of plasmid pAQ1 in strain TA102 
and for the preparation of master plates for plasmid carrying strains. The composition 
of 100 ml of solution is: 
 
Table 17. Composition of the tetracycline solution. 
Reagents Mass/vol ☺ 
Hydrocloridic acid (0.02N) 100 ml  
Tetracycline 8 mg  
 
a. Dissolve the tetracycline in the 0.02N hydrochloric  
b. Sterilize by filtering the solution through a 0.45 µm filter.  
c. Dispense in 10ml aliquots in sterile test tubes. Store at 4oC in the dark to 
protect against light. 
To prepare the GM enriched agar plates add the following solutions to the 
flasks containing the GM agar medium , mix well before dispensing. 
 
• Biotin (B) plates – 8 ml  
• Histidine (H) plates – 8 ml of 0.5% solution 
• Biotin/Histidine (B/H) plates – 8 ml of 0.01% solution + 8 ml of 0.5% 
solution 
• Biotin/Histidine/Ampicillin (B/H/A) plates – the same as B/H plates + 3 
ml of ampicillin solution which will give a final concentration of 24 µg/ml. 
• Biotin/Histidine/Tetracycine (B/H/T) plates – the same as B/H plates + 
0.25 ml of tetracycine solution which will give a final concentration of 2 
µg/ml. 
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• Biotin/Histidine/ Ampicillin/Tetracycine (B/H/A/T) plates - the same as 
B/H plates + 3 ml of ampicillin solution which will give a final 
concentration of 24 µg/ml + 0.25 ml of tetracycine solution which will 
give a final concentration of 2 µg/ml. 
 
8. Preparation of frozen permanent cultures 
   
 1) Aseptically add 1ml of nutrient broth to the lyophilized culture and wait 2 
minutes. 
 2) Transfer the rehydrated culture to 4ml of nutrient broth (KEEP A DROP, 
SEE STEP 3). This culture will serve as a back up if no growth is observed on agar 
plates. 
 3) Keep a drop of the rehydrated culture to transfer for a GM agar plate and 
streak the inoculum for individual colonies across the surface of the plate. 
 4) Incubate plates overnight at 37oC. After this period observe plates to look 
for individual colonies. 
 5) If single colonies are observed pick one healthy looking colony and restreak 
it for individual colonies on another GM agar plate supplemented with ampicillin and 
tetracycline.  
 6) Incubate GM agar plates during 2 days at 37oC. After this period observe 
plates to look for individual colonies and repeat step 5. At least two purification steps 
are recommended. 
 7) Pick up colonies from the second purification step and transfer them to 
4.5ml of nutrient broth. Incubate overnight at 37oC with shaking at 120 r.p.m. till the 
cells reach a density of 1 to 2x109CFU/ml (O.D. 540nm between 0.1 and 0.2). 
 8) Add 0.5ml of a sterile cryopreservative to the culture final concentration 
(10%v/v), mixed thoroughly and dispense 1ml aliquots in sterile cryogenic tubes, pre-
labelled as PERMANENT CULTURES, with strain number and the date of 
preparation.  
9) Quick freeze on dry ice and, store tubes at -80oC. 
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9. Preparation of frozen working cultures 
 
New frozen working columns should be prepared at least every 12 months. 
1) Scrape the surface of one frozen permanent culture with a sterile 
inoculation loop. This procedure should be done quickly to prevent the frozen 
permanent from thawing, which might result in decreased viability and loss of 
plasmids. 
2) Inoculate 5ml of nutrient broth with the small inoculums. Leave overnight 
incubated at 37oC, shaking at 100-120 r.p.m.. 
3) Streak a loopful of the culture for individual colonies on GM agar plates 
supplemented with biotin and histidine and as needed with ampicillin and tetracycline 
for the strains carrying plasmid pkM1001 and pAQ1, respectively. 
4) Purify one healthy looking colony at least twice. 
5) After the second purification step, repeat steps 7 and 8 for the preparation 
of permanent frozen cultures. More than five frozen cultures should be prepared. 
 
10. Preparation of working stock agar plates  
1) Inoculate nutrient broth with an inoculum preferably from an area of 
confluent growth (from GM agar plates from the previous step) instead of a single 
colony. 
2) Inoculate 5ml of nutrient broth with the small inoculums. Leave overnight 
incubated at 37oC, shaking at 100-120 r.p.m.. 
3) Streak a loopful of the culture for individual colonies on GM agar plates 
supplemented with biotin and histidine. 
4) Incubate plates at 37oC, during 48h to growth. 
5) After this period, store the plates in the refrigerator wrapped with parafilm to 
prevent dehydration of the agar. The plates can be stored for 2 months, except for 
strain TA102. 
 
11. Preparation of cultures for the assay 
1) For each experiment the tester strain cultures are grown overnight in Oxoid 
nutrient broth #2 to a density of 1-2x109 colony forming units (CFU/ml). 
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2) The size of the culture depends on the size of the experiment but is usually 
between 10 a 50ml.   
3) The size of the culture flask should be 3 to 5 times the volume of the culture 
medium to ensure aeration. 
4) Inoculate individual culture flasks with each strain. When using frozen 
cultures, allow the culture to thaw at room temperature.  
5) Transfer aliquots between 0.1 and 0.5 ml into nutrient broth with 10 to 50 
ml, respectively which gives an initially cell density between 106 and 107 CFU/ml 
(1:100 dilution). The remains of the frozen working culture should be discarded. 
6) Place the freshly inoculated cultures in the dark at room temperature for 4h 
without shaking. 
7) After this period gently shake (100 r.p.m.) for 11-14 hours at 37oC. 
8) In the morning, remove cultures from the incubator and keep them at room 
temperature, away from direct fluorescent light, by wrapping the flask with an 
aluminium foil. 
 
NOTE: Overnight cultures may also be inoculated with a small inoculum taken from a 
working stock agar plates. The use of a timer is convenient to follow this procedure. 
  
12. Soil extraction procedure 
 
1) For each soil sample join 3g soil (<2mm air dried fraction) with 30 ml of 
distilled water (1:10 mass/volume ratio) in a 250ml Erlenmeyer covered with 
aluminium paper. 
2) Shake erlenmeyer’s for 24 hr, 120rpm at room temperature. 
3) After 24 hours the erlenmeyer’s containing the mixtures should be left 
standing at room temperature, during at least 15 min to allow sedimentation of large 
particles. 
4) Recover the liquid phase through decantation. 
5) Filter the samples through 0.2 µm filters to sterilized tubes. 
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13. Pre-incubation assay procedure 
 
13.1. Before the assay 
 1) Inoculate strain cultures 15-18h prior performing the experiment (see section 
11). 
 2) Label an appropriate number of GM agar plates and sterile test tubes for each 
test chemical. 
 3) Prepare metabolic activation system and keep on ice until use. 
 4) Prepare chemical dilutions of the soil extracts. 
 5) Melt top agar supplemented with 0.05 mM histidine and biotin and maintain at 
43oC to 48oC. 
 
 13.2. The pre-incubation assay  
 1) Maintain the sterile glass tubes at room temperature and add in the 
following order with mild mixing after each addition: 
  - 0.50ml of S9 mix or buffer (for plates without S9mix) 
  - 0.05ml of soil fraction dilution 
  -0.05-0.10 of overnight culture of bacteria 
 2) Incubate tubes with the mixture at 37oC for 20 min. 
 3) To each test tube maintained at 43 to 48oC add 2ml of molten agar. 
 3) Mix the content of the test tubes and poured onto the surface of GM agar 
plates. 
 
Note: It is important to quickly swirl the plates after addition of top agar to the surface 
of the GM plates, to ensure an even distribution of the top agar which contains the 
bacteria, the test chemical and the S9 mix or the buffer. 
4) After the top agar has hardened (2-3min) the plates are inverted and placed 
in a 37oC incubator for 48h. 
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14. Preparation of positive controls 
 
 The concentration of mutagens chosen for the assay should never exceed 
10g/plate. Hence this concentration should be dissolved in 0.05ml of distilled water. 
This solution should be added in substitution of the soil fraction or distilled water 
(negative controls) in the plates of the positive controls. 
  
15. Counting revertant colonies and data reporting 
 
After the plates have been removed from the incubator, count the colonies and 
express the results as revertant colonies per plate. All the plates from a single 
experiment, including positive and negative controls should be counted using the 
same method and at the same time because the cells on the plate will continue 
dividing and producing more mutant colonies with increased storage time.  
 The results are generally reported as mean revertant colonies per plate ± SD 
or SEM for the test chemicals and the controls.  
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